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0 Derives n-{vinblastinoy!-23| d'acides amines et de peptides, leur preparation et leur application therapeutique. 



® Derives de couplage de la vinblastine avec des acides 
amines ou des peptides, de formule g6nerale 




lien amide, leur precede de preparation a partir de la 
vinblastine et leur application en therapeutique. lis sont plus 
particulierement utilises en tant qu'agent anti-tumoral. 




dans laquelle R 2 represente un atome d'hydrogene ou un 
Q. groupe acetyle et R, represente un reste acide amin6 ou 
LU peptide esterifie rattache au groupe vinblastinoyl-23 par un 
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De*riv6s N-(vinblastinoyl-23) d'acides amines et de peptides, leur. 
preparation et leur application thgrapeutique . 

La presente invention se rapporte a de nouveaux alca- 
loldes bis-indoliques . Plus particulierement, l'invention est r.elative 
a de nouveaux derives de couplage decides amines avec la vinblastine, 
y compris des derives peptidiques, a leur proce*d£ de preparation, a 
5 leur application en tant qu 'agents antitutnoraux et aux compositions 
pharmaceutiques les contenant. 

Ces nouveaux derives de la vinblastine peuvent etre 
utilises pour le traitement des leucgmies et des tumeurs malignes 
chez 1 'homme . 

10 Les alcaloTdes bisindoliques du type de la vinblastine 

sont des composes bien connus poss£dant le squelette carbone* de la 
formule gen€rale suivante : 



15 



20 




On citera a titre d'exemple la vincaleukoblastine 
(brevet amgricain 3 097 137), la leurocristine ou vincristine et la 
25 leurosidine (brevet amSricain 3 205 220), le vinglycinate (brevet 
beige 659 112) et la vinde~sine (brevet beige 813 168). Ce dernier 
compose* a £te* obtenu par transformation chimique de la vinblastine 
naturelle (I, R^OCH^, R^COCR^), qui elie-raeme est obtenue par 
extraction & partir de feuilles de Catharanthus roseua . 
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La vinblastine, la vincristine et la vindesine sont 
commercialise*es pour leur utilisation en therapeutique humaine, plus 
particulierement pour le traitement de leucemies et de certaines 
tumeurs solides. 

5 Ces medicaments possedent neanmoins des effets secon- 

dares defavorables . La vincristine est neurotoxique et la vinblas- 
tine est fortement toxique au niveau des tissus hematopoetiques . 

Leur mecanisme d'action est analogue a celui qui a ete 
postuie pour l'action antimitotique de la colchicine. Ces medicaments 
10 agiraient par inhibition de la polymerisation de la tubuline en micro- 
tubules et arrit subsequent de la division cellulaire en metaphase. 

L f utilisation de complexes 1:1 d'alcaloldes bisindo- 
liques aatitumoraux avec la tubuline a ete decrite dans le brevet 
beige 854 053. 

15 Dans certains cas, il peut en risulter une toxicity 

moindre et une activity chimiotherapeutique plus importante que celles 
des alcaloldes libres correspondants . 

D ! autres derives obtenus par modification chimique de 
la vinblastine ont ete testes. Ainsi le sulfate de vinglycinate 

20 (I, sulfate, R =0CH 3 , R 2 =COCH 2 N(CH 3 ) 2> Cancer Research 1967, 27, 221-227) 
a ete etudie en experimentation clinique mais ne s'est generalement 
pas reveie super ieur a la vinblastine et a la vincristine. 

Le brevet beige 813 168 decrit la vindesine (I, R^-NH^, 
R 2 =H) et d'autres derives carboxamide en de la vinblastine.. Dea 

25 publications posterieures ont confirme l'interet therapeutique de la 
vindesine ou carboxamide-3 deacetyl-0-4 vinblastine, mais ce compose 
s'est cependant reveie inactif pour le traitement de tumeurs L 1210 
transplantees chez la souris (C.J. Barnett et al„, J. Med. Chem., 21, 
88, 1978). 

30 Les derives de couplage d'acides amines avec la vin- 

blastine et d'autres alcaloldes bisindoliques analogues ont ete pro- 
poses d'une maniere generale dans le brevet beige 813 168 susmentionne. 

Neanmoins, aucun exemple de derive d'acide amine spe- 
cif ique n'a ete divulgue et, consequenment, aucune donnfie physico-chi- . 

35 mique n'a ete foumie. Aucune methode de preparation specif ique et 
aucun resultat pharmacologique particulier n'a ete mentionne. 
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II peut done en etre d£duit que ces d£rivgs n ! ont pas 
<§t£ r<§elleraent synthetis£s et/ou n'ont pas £te* teste's pour leur acti- 
vity antitumorale . 

Page 3, ligne 10 et suivantes, il est en outre men- 
5 tionne* que "1 'activite* anti-neoplasique semble etre limitee a des 
structures tres sp£cifiques et les chances d ! obtenir des medicaments 
plus actifs en modifiant ces structures semblent ggalement faibles 1 '. 

II a maintenant e*te* constate* que les nouyeaux composes 
decrits dans la pre*sente invention sont capables de retarder effica- 
10 cement la mort de souris auxquelles on a transplants par voie intra- 
veineuse des tumeurs P 388 et L 1210. 

Alors que les alcalo.tdes Vinca administr£s par voie 
intraveineuse ne pr£sentent gen£ralement aucune activity sur la leu- 
cemie L 1210, les r£sultats obtenus montrent pour les nouveaux d£riv£s 
15 une activite* tres significative et inattendue. 

Les activite"s sur les tumeurs experimentales P 388 se 
sont egalement r£v£ldes, de maniere surprenante, tres supelrieures k 
celles des alcaloldes Vinca de reference. De nombreuses remissions 
completes ont e*t6 observe*es. 
20 Les derives de I 1 invention possedent en outre d'autres 

avantages importants et inattendus comparativement a la vinblastine 
et a ses analogues connus, en particulier la vindesine. 

En particulier, les toxicity's observees sont g£n£rale- 
ment inf£rieures a celles correspondant a la vind£sine ou a la vin- 
25 cristine. 

Les nouveaux composes de 1* invention r£pondent plus 
particulierement a la formule ge*nerale II 



4 



0041 935 



10 




(ID 



,3 

C-(-NH-CH-C-) OR. 



OH 



IS 



20 



23 



30 



dans laquelle represente un atome d'hydrogene ou un groupe acyle 
conportant de 2 a 9 acomes de carbone ; R^ represente chaque fois 
independamment , un atome d'hydrogene, ua groupe alkyle ramifie ou non 
comportant de 1 a 8 acomes de carbone, un groupe hydroxy CI-C8 alkyle, 
amino-hydroxy CI-C8 alkyle, carboxy-C I-C8 alkyle, amido C1-C8 alkyle, 
guanadino C1-C3 alkyle, amino C1-C8 alkyle, chiol C1-C3 alkyle cysteinyl 
methyle, thiomgthyl-ethyl, benzyle, hydroxybenzyle 

l 2~ 



GO"' 



N 




I 

H 



ou 




ou ^ represente *vec I 'a tome de carbone auquel il esc attach* et 1 'azote 
du groupe amide, ua cycle azole ou hydroxyazole ; 
d varie de I * 6 ; 
• c R 4 represente ua groupe alkyle, llne«lr« ou ramifie possedant de 

14 8 atomes de carbone, ou ua groupe benzyle, 
C00R 4 represente dt preference ua groupe carboechoxy ou carbomethoxy. 

Plus particullerement, le fragment structural de le 

fo mails II 

h?. 

-NH-CH-C- 

reprfiaente un radical de n'importe lequel des acides 
amines naturels et de leurs isotnSres optiques de con- 
figuration D, notamment : 
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la glycine acide aspartique cystine 

alanine acide glutamique methionine 

valine as paragine phenylalanine 

leucine glutamine tyrosine 

5 isoleucine arginine tryptophane 

serine lysine proline 

threonine cysteine histidine 

hydroxyproline ou hydroxy lysine . 

On peut considdrer ces composes comme £tant des d6riv£s 
10 de la descarbotne*thoxy-3 d£sac£tyl-0-4 vinblastine carboxamide-3 . On 
prSfe'rera cependant les designer comme £tant des derives N-(vinblas- 
tinoyl-23) d 'acide amine. 

Les composes pr£fe*res de 1' invention re*pondent a la 
formule II dans laquelle repr£sente un atome d'hydrogene et la 
15 partie acide amine* est d£rive*e d'un des acides amines suivants : 

L ou D tryptophane, leucine, valine, isoleucine, alanine et phenyl- 
alanine. Parmi ces demiers, le L- tryptophane, la L-isoleucine et 
la L-alanine se sont re"v£l£s plus particulierement int£ressants . 

Parmi les derives d 'esters peptidiques, les composes 
20 prgferds r£pondent a la formule II dans laquelle n=2 et les acides 
amines sont choisis dans la liste mentionne*e ci-dessus, suivant 
n'importe quelle sequence. 

En ce qui concerne les propri£te*s pharmacologiques, il 
est prdvisible que de le*ge.res modifications de la structure du sque- 
25 lette peptide fourniront des composes d'activite* comparable. 

En particulier, la presence d'un acide a-amine* non 
naturel (par exemple la norleucine, un acide a-amine* N-monosubstitu€ 
ou un acide amine" a,a-dialkyle) fournirait des composes d' activity 
similaire contre un certain nombre de tumeurs. 
30 Pareils composes entrent done dans le cadre de la 

pre*sente invention. 

Les nouveaux de"riv£s bisindoliques de 1' invention sont 
obtenus a partir de la vinblastine par hydrazinolyse, nitrosation puis 
couplage avec l 1 ester d'acide amine" ou de polypeptide approprie\ 
35 * Lorsque 1 'acide amine" ou le peptide contient des group es 

fonctionnels dans la chaine lat£rale R (formule II), comme la lysine 
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ou La cysteine, il peut etre necessaire de prote*ger ces groupes fonc- 

cionnels en utilisant les methodes bien connues de l'horame de 1'art. 

Cette protection peut etre effectuee, selon la nature du groupe a 

protecer, par le greffage d'un groupe benzyle, t-butyle, benzyloxy- 
5 carbonyle, t-butoxycarbonyle, trif luoroacetyle ou trityle. D'autres agents 

bien connus en chioie peptidique peuvent etre avantageusement utilises . 

Selon le precede mentionne* ci-dessus, les composes 

suivant 1' invention peuvent etre obtenus a partir de la vinblastine, 

de maniere classique, par hydrazinolyse suivie de nitrosation, puis 
10 couplage avec 1" ester d'acide amine ou de peptide selon le schema 

reactionnel I 



15 



4 



N 2 H 4 



CH.OH 



OCOCH. 



COOOL 



HO ONH-NH, 



NaNO. 



HC1 
0°C 




HO ON. 



20 



25 



ester d'acide 
amine ou de 
polypeptide 



CH 2 C1 2 



Schema I 




1 a 6 



La premiere etape cons is te a addxtionner un exces 
d'hydrazine anhydre a une solution de vinblastine base dans le m«§tha- 
30 nol anhydre. Le melange reactionnel est alors chauffe sous atmosphere 
inerte pendant 12 a 30 heures a une temperature comprise entre 30 et 
70°C. De preference, la temperature sera maintenue vera 60°C, le temps 
de reaction etant alors de 24 heures. 

L'hydrazide de la desacetyl-4-vinblas tine est alors 
35 isoie par addition d ! eau, extraction au dichlorome thane et concentra- 
tion. Le compose peut etre ulterieurement purifie par chromatographic 
preparative (silice neutre). 
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Lors de la deuxieme etape, la fonction hydrazide de la 
vinblastine modifide est transf orme*e en azoture d'acide. Cette trans- 
formation est effective de maniere connue, par addition de nitrite de 
sodium h 1'hydrazide en solution dans un melange eau-methanol-acide. 
5 L'acide utilise peut etre l'acide chlorhydrique. 

La temperature de reaction est maintenue entre 0 et 
5°C. Apres extraction par un solvant aprotique non soluble dans l'eau, 
de preference le chlorure de methylene, la phase organique est par- 
tiellement concentree. 
10 L'azoture d'acide lui-meme n'est de preference pas 

isoie, mais directement mis en presence de 1 'ester d'acide; amine ou 
de polypeptide ou, le cas echeant, le derive correspondant protege, 
en solution dans le chlorure de methylene. 

La quaatite d'acide amine mise ea oeuvre est de 1 a 
15 5 equivalents de vinblastine carboxazide. 

Le milieu reactionnel est maintenu entre -3 et +10°C 
pendant 8 St 72 heures, le plus souvent environ 15 heures. La reaction 
est facilement suivie par chromatographic sur couche mince. Apres 
concentration, on isole le compose de l 1 invention II qui peut §tre 
20 transf orme en sulfate ou un autre 9el d'acide mineral ou organique 
par cris tallisation a partir d'une solution methanolique de l'acide 
correspondant, 

Les composes de l f invention sont purifies en utilisant 
les techniques bien connues de chromatographic et de recristailisation. 

25 Le cas echeant, le derive de desacetyl-0-4 vinblastine 

ainsi obtenu peut §tre reacetyie soit directement pour donner le 
derive de la vinblastine II dans lequel R^^OCH^ (J. Med. Chem. 22, 
391, 1979) ou par formation preiiminaire du derive diacetoxy-3,4 
suivie d'une hydrolyse selective du groupe acetoxy en position 3. Le 

30 groupe hydroxyle en peut Stre, de maniere connue en soi, esterifie 
par d'autres derives actives d'acides comportant de 2 a 9 atomes de 
carbone. 

La presente invention s'etend egalement aux applica- 
tions industrielles et notamment pharmaceutiques des composes bisin- 
35 doliques nouveaux. 
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Les composes de l'invention presentent en particulier 
des propriety antitumor les particulierement interessantes et suscep- 
tibLes d'etre utilisees en therapeutique humaine. 

Ces derives d'acide amine peuvent etre, en particulier, 
5 utilises pour le traitement des leucemies du type L 1210, P 388, de 
gliomes, lymphosarcomas et d'autres leucemies ou tutneurs malignes. 

Eq therapeutique humaine, ils sont utilises pour ie 
traitement de la maladie de Hodgkin et pour d'autres tumeurs pouvanc 
benef icier d'un traitement avec la vinblastine, la vincristine et la 
10 vindesine. 

Ces composes peuvent egalement Stre utilises en mede- 
cine veterinaire pour le traitement des tumeurs chez les animaux. 

D'autres applications therapeutiques interessantes 
peuvent etre envisages pour ces nouveaux derives d'alcaloldes bisin- 
15 doliques. U a en effet ete releve que la vinblastine pourrait etre 
utilised dans le traitement de certaines arthrites (brevet des Etats- 
Unis d'Amerique n° 4 208 411) et la vincristine pour le traitement 
de psoriasis (brevet des Etats-Unis d'Amerique n° 3 749 784). L'activite 
anti-virale de certains alcaloides bis-indolique a egalement ite 

20 relevee. ^ traitement des tumeurs malignes chez les ani- 

maux, les activites chimiotherapeutiques out ete testees en utilisant 
les sels de sulfate des composes de l'invention. 

Des souris DBA 2 femellea de souche Charles River Franca 
25 ont ete inoculees par voie intraveineuse avec 10* cellules leucemiques 
provenant d'une aacite leucemique P 388 ou L 1210 de sept jours. Le 
jour 0 est le jour d' inoculation des cellules tumorales . Le compose 
de l'invention (sous forme sulfate) est alors injecte par voie intra- 
veineuse en solution dans l'eau physiologique (NaCl 9/1000) suivant 
le schema en une injection (jour 1) ou le schema en trois injections 
(jours 1, 2 et 3). On calcule alors le MST (Median Survival Time), 
jour o\X U moitie - des animaux sont morts. 

Ce calcul est effectue le trentieme jour. 
Le pourcentage d'lLS (Increased Life Span) ou pourcen- 
tage d'augmentation de survie est calcule a l'aide de la formule suivante 



30 



35 



% ILS = ( MST produit x 100) . 100 

HST contrSles 



40 
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Le nombre de souris survivant au trentieme et au soixan- 
tieme jour est ggalement indique\ 

A des doses trop toxiques, le pourcentage d'lLS devient 
negatif, c'est-&-dire que les souris non traitees survivent plus long- 
5 temps que celles ayant e*te" injectges par la substance antitumorale. 

Dans certains cas, les ILS observes dependent de la 
vari£te de souris utilised (DBA^ France ou Etats-Unis d ! Ame*rique) ♦ 

Les resul tats obtenus sont a comparer a ceux observes avec 
la vinblastine (VLB), la vindesine (VDS) et la vincristine (VCR) dans 
10 le tableau I ci-apres. La superiority pharmacologique des composes de 
l'invention est ainsi de*raontr£e (tableaux Ila XI ci-apres). . 

Le tableau II fournit les rdsultats obtenus avec 
quelques derives de la leucine naturelle* Les derives suivants ont 
ainsi £te* testes : 
15 VLE : N-(d<§sacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L- leucinate d'ethyle 

VLM : N-(d£sacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L- leucinate de m<§thyle. 

Le tableau III rassemble les rSsultats obtenus avec 
un d£riv§ de la D-leucine, en 1 Occurrence le N- (d£sac£tyl-0-4 vin- 
blas tinoyl-23 ) D-leucinate d'ethyle (VDLE). 
20 Les r£sultats obtenus avec les de*riv£s suivants du 

L- tryptophane sont repris dans le tableau IV : 
V-Trypt E : N- (d£sac6ty 1-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L-tryptophanate 

d'ethyle, MST calculS a 30 et a 60 jours ; 
V-Trypt M : N- (desac€ty 1-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L- tryptophanate de 
25 m£thyle. 

Le tableau V prgsente les activit£s observers avec le 
derive* du tryptophanate d'e*thyle de configuration absolue D (VD Trypt E) . 

Les tableaux VI a XI reprennent les r£sultats obtenus 
avec les composes suivants : 
30 VAE : N-(d£sac£tyl-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L- a laninate d'Sthyle (tableau VI) 
VPE : N-(d£sacety 1-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L-ph£nylalaninate d'Sthyle 
(tableau VII) 

VILE : N-(d(§sac<§ty 1-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-isoleucinate d'Sthyle 
(tableau VIII) 

35 VILM : N- (d£sac£ty 1-0-4 vinblastinoyl-23)-L-isoleucinate de m^thyle 
(tableau VIII) 
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WE : N-(desacety 1-0-4 vinblastinoyl-23)-L-valinate d'Sthyle 
(tableau IX) 

V-Tyr E : N- (d6sac£ty 1-0-4 vinblas tinoyl-23 )-L- tyrosinate d'Sthyle 
(tableau X) 

5 v-Val-Trypt E : N- (de*sacetyl-0-4 vinblastinoyl-23 )-L-valinyl-L- trypt 
phanate d^thyle (tableau XI). 



TABLEAU I 

VINBLASTINE (VLB) 
P 388 



10 



20 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


>30 j 


> 60 j 


4 
6 
8 


1 
1 
1 


10 
10 
9 


14,6 
15,6 
18,5 


36,4 
45,8 
72,9 


0 
0 
0 


0 
0 
0 


VINDESINE 
P 388 


(VDS) 




Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


>30 j 


>60 j 


2 
3 
4 
5 
6 


1 1 


10 
10 
10 
10 
10 


13,6- 
14 

14,8 
13,8 
14 


27,1 
30,8 
38,3 
30,2 
32 


0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 
0 


L 1210 


3 


1 


20 


8,7 


5 


i ° 
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TABLEAU I (suite) 

VINCRISTINE (VCR) 
P 388 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


> 30 j 


>60 j 


0,5 


1 


10 


11,56 


4 


0 


0 


1 


1 


19 


12,32 


15 


0 


0 


1,5 


1 


20 


12,78 


19 


0 


0 


2 


1 


10 


6 


- 46 


0 


0 


L 1210 


0,5 


1 


10 


7,56 


1 


0 


0 


1 


1 


20 


7,91 


5 


0 


0 


1,5 


1 


20 


8,38 


12 


0 


0 


2 


1 


10 


8,67 


16 


0 


0 



TABLEAU II 
15 DERIVES DE LA LEUCINE NATURELLE 

VLE 

P 388 





Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


>30 j 


>60 j 




20 




10 


16 


52,4 


2 


1 


20 


22 




10 


20 


90,5 


4 


1 




24 




20 


18 


65 


2 


0 




26 




10 . 


17,5 


53,5 


1 


0 




28 




10 


19,6 


71,9 


1 


1 




30 




10 


21 


84,2 


2 


1 


25 


34 




10 


6 


-48 


2 


1 




36 




10 


5,4 


-53 


1 


1 




5 


1,2,3 


9 


14,5 


25 


0 


0 




6 


1,2,3 


10 


15 


29,3 


0 


0 




7 


1,2,3 


10 


14,2 


24,6 


0 


0 


30 


9 


1,2,3 


10 


5 


-56 


1 


1 




12 


1,2,3 


9 


4,8 


-59 


0 


0 
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TABLEAU II (suite) 

VLM 

P 388 





Dose 

mo / Ice/ i 


S chema 


N ombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 

7. 


>30 j 


>60 j 


5 


10 




20 


16,7 


41 


2 


1 




10,5 




10 


16,4 


53,3 


U 


r\ 
U 




11 




19 


17,7 


51 


2 


1 




11,5 




10 


16,8 


57 


o 


o 




12 




20 


17,5 


49 


3 


2 




12,5 




30 


17,3 


49 


8 


3 




13 




20 


20,5 


74 


7 


5 




15 




10 

i 


18 


55,2 


4 


1 




L 1210 








10,5 


1 


10 


10,6 


24,7 


0 


0 


15 


11,5 


1 


10 


10,8 


27 


0 


0 




12,5 


1 


10 


10 


17,6 


0 


0 








T A B L 


E A U I 


I I 







VPLE 

P 388 



20 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d ' animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


6 




10 


14,7 


26,7 


0 


0 


8 




10 


17 


46,5 


2 


1 


10 




20 


28,5 


146 


9 


2 


11 




10 


16 


49,5 


1 


0 


12,5 




10 


30 


145,9 


6 


3 


L 1210 






9 


1 


10 


10,8 


27 


0 


0 


10 


1 


10 


11 


29,4 


0 


0 
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TABLEAU IV 

V-Trypt-E 
P 388 





Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


Von i 


->60 j 


5 


20 


1 


10 


11,4 


43,9 


0 


0 




40 


1 


10 


17 


58,8 


5 


4 




50 


1 


20 


24,5 


117 


- 9 


5 




55 


1 


60 


41 


279 


39 


25 




60 


1 


100 


33 


202 


57 


36 


10 


65 


1 


29 


22,75 


114 


13 


9 




70 


1 


20 


6,5 


-39 


8 


5 




L 1210 




55 


1 


30 


11,8 


56 


0 


0 




60 


1 


30 


12,5 


65 


2 


2 


15 


65 


1 


30 


12 


62 


0 


0 




70 


1 


10 


12,3 


61,8 


1 


1 



P 388 (ILS calcule au jour 60) 





Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 60 j 


ILS 
7, 


>30 j 


>60 j 




55 


1 


30 


60 


457 


28 


16 


20 


60 


1 


60 


36 


224 


52 


24 




V-Trypt-M 












P 388 
















Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 




30 




10 


15 


33,9 


0 


0 


25 


40 




10 


16 


42,8 


0 


0 




50 




10 


23,5 


199,8 


1 


0 




60 




20 


26 


140 


7 


2 




70 




10 


26 


145,3 


5 
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L 1210 



50 


1 


10 


n,5 


47.4 


0 


0 


55 


I 


10 


12.5 


60.2 


0 


0 



TABLEAU V 

VD-Trypt-E 
P 388 



10 



20 



25 



30 



Dose 
tng/kg/j 


Schema 


N ombre 
d 'animaux 

i 


MST 
max 30 j 


ILS 


>3o j ; 


>60 j 


20 


1 


10 


13,3 


18,7 


0 




30 


1 


10 


15,8 


41,4 


1 




40 


1 


20 


16,5 


52 


1 




50 


1 


10 


22 


107,5 


1 




60 


1 


10 


4,4 


-60,7 


1 




L 1210 




40 


1 


10 


9.5 


21 ,8 


0 


0 


45 


1 


10 


10,5 


34,6 


0 


0 






T A fi L 


E A U V 


I 






VAE 

P 388 












Dose 
mg/kg/j 


S ch£ma 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


>60 j 


5 




10 


14,8 


27,6 


0 


0 


10 




10 


16,3 


40,5 


0 


0 


12,5 




19 


16,2 


44 


1 


1 


15 




20 


17 


46 


5 


4 


25 




10 


19 


63,8 


2 


1 


L 1210 




12,5 


1 


20 


10,4 


48 


0 


0 



•Mrs. JC D *vw.*vte.« I . 
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TABLEAU VII 

VPE 

P 388 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Notnbre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 

% 


30 j 


60 j 


10 




10 


13 


12,1 


0 


0 


20 




10 


14,4 


24,1 


0 


0 


AO 




10 


30 


158,6 


7 


7 


50 




30 


13,6 


26 


10 


7 


55 




10 


14,6 


36,4 


1 


0 



L 1210 



55 




10 


8,5 


0 


0 


0 


60 




10 


9 


13,9 


0 


0 


65 




10 


8,8 


3,5 


0 


0 


70 




20 - 


8,7 


13 


0 


0 


75 




10 


9,5 


25 


0 


0 
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T A BLEAU VIII 



VILE 

P 388 



5 



15 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS . 


>3o j : 


> 60 j 


8 


1 


30 


30 


172 


- 20 


2 


9 


1 


20 


30 


179 


12 




L 1210 




8 


1 


20 


11,57 


58 


0 


0 


9 


1 


10 


12,8 


68,4 


0 


0 


VILM_ 














P 388 












Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
7. 


>30 j 


> 60 j 


3 




10 


16,4 


41,3 


0 


0 


5 




29 


18,2 


68 


8 


3 


6 




69 


23,4 


115 


25 


6 


7 




30 


30 


177 


16 


5 


9 




10 


6 


-48,3 


4 


4 


L 1210 




6 


1 


29 


11,2 


60 


0 


0 



HICfWHrv -CO WUIOQCtl t ^ 
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TABLEAU IX 

WE 

P 388 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Norabre 
d 'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 

% 


">30 i 




5 




10 


13,6 


17,2 


0 


0 


10 




10 


17,8 


53,4 


0 


0 


12,5 




10 


21 


82,6 


2 


0 


14 




20 


21 


98 


3 




15 




39 


23,5 


107 


14 


4 


17,5 




9 


8,4 


-22,2 


0 


0 


25 




10 


6,5 


-44 


0 


0 


L 1210 


15 


1 


19 


11,4 


61,9 


0 


0 






TAB 


L E A U 


X 







V-Tyr E 
P 388 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 


>30 j 


>60 j 


20 




10 


13,9 


29,9 


0 


0 


40 




10 


16,4 


53,3 


1 


1 


50 




10 


16 


49,5 


1 


1 


60 




10 


16 


49,5 


3 


2 


70 




10 


5,4 


-49,5 


0 . 


0 




TAB! 


E A U X 


I 







V-Val-Trypt E 
P 388 



Dose 
mg/kg/j 


Schema 


Nombre 
d 'animaux 


MST 
max 30 j 


ILS 
% 


>30 j 


>60 j 


15 




10 


26 


132,1 


. 3 


0 


25 




10 


27,5 


145,5 


3 


2 


35 




19 


27,5 


154 


8 


4 


45 




10 


30 


183 


8 


4 


50 




9 


27,5 


145,5 


4 


3 
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TABLEAU XII 
P 388 injectee par la voie intraperitoneal 
BDF1 femelles Charles River, France 



10 



Produit 


Dose 
tng/kg/j 


Schema 


Nombre 
d'animaux 


MST * 


ILS * 

% 


Pourcentage de 
survivants au 
lour 30 


nombre total 
d 'animaux 


VCR 


2,7 


1 


11 


15,6 


64,2 


0 


V-Trp-E 


50 


1 


10 


22 


131,6 


1 


V-Trp-E 


60 


1 


10 


31 


226 


6 


V-Trp-E 


80 


1 


! TO 


21,5 


126,3 


0 



Activite du V-Trp-E et de VCR sur la leucemie P 388 implantee en i.p. 
chez des souris BDFl femelles. Des souris BDFl femelles recoivent 10 
15 cellules leucdmiques au jour 0. 

Au jour 1, les produits sont administres par voie i.p. aux doses pre- 

cisees . 

* = Median Survival Time = jour moyen de survie 



MST 
7. ILS 



20 



= Increase in Life Span = % d 1 augmentation de la durSe de 
survie. 



''L ewis Lung Carcinoma (3LL) 

1,1 x 10 6 cellules tumorales. sont injectees intramus- 



culairement dans la patte posterieure droite de souris C57B1 femelles. 

Les drogues sont administr<§es par voie intraveineuse 

25 suivant un schema en 3 injections. 

Les animaux sont sacrifids le 23e jour apres la greffe. 
Le poids de la tumeur primaire est estime en grammes ; les metastases 
pulmonaires sont com P te*es et leur diametre mesure. Le poids des metas- 
tases est evalue en supposant qu'il s 'agit de spheres de densite egale 
30 a 1 ; le nombre de souris sans mStastase est egalement releve. 

Le tableau XIII reprend les rSsultats obtenus. Les 
produits prdsentent une activity sur la tumeur primaire. 

Le poids moyen des metastases, leur nombre moyen ainsi 
que le nombre de souris sans mStastase sont indiqu£s et permettent de 
35 juger l : a c tivit£ anti-metastasique des composes antitumoraux adminis- 
tres. 



0041 935 
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TABLEAU XIII 



Produit 


Dose 
mg/kg/j 


Nombre 
de souris 
dissequ£es 


Poids de 
la tutneur 

(g) 

X a 


Poids dss 
metastases 
(nig) 
X 0" 


pj f\ m r\ o mrt^ton 

li uiuul c uiuycit 

de 

metastases 
X cr 


Nucnbze de 
souris 
sans 
raetastase 






20 


9,64 0,916 


27,61 54,53 


28,4 15,22 


0 


VDS 




22 


5,72 0,698 


0,40 0,91 


13,68 7,49 


0 


VTrypE 


50 


21 


4,83 0,868 


0,(*7 0,038 


4,58 2,83 


2 



Des souris C57B1 femelles recoivent, au jour, 0 1,1 x 10 cellules tuoao- 
10 rales par voie intramusculaire. Aux jours 1, 8 et 15, les drogues sont 
administr£es aux doses indiqu^es, Le 23e jour les souris sont sacri- 
fices ; la tumeur primaire est pes'£e, les metastases pulmonaires sont 
numerotees et leur diametre est mesure\ 



Les activites antitumorales rassemblees dans les 
15 tableaux I a XII confirment 1 'ef f icacite* inattendue des dgriv£s 
d'acides amines de la presente invention. La plupart des derives se 
r£velent ef f ectivement etre superieurs & la vindesine, tant pour les 
tumeurs injectees par voie i.v. que par voie i.p. (tableau XII), 
L'activite" exceptionnelle de ces derives sur les tumeurs L 1210 est 
20 d£montr€e. 

II y a lieu de noter que, parmi les tumeurs expgrimen- 
tales actuellement accessibles, la leucemie L 1210 est reconnue comme 
gtant une des tumeurs expe" rimentales les plus signif icatives pour la 
selection de medicaments antitumoraux chez l'homme. 

25 Le tableau XIII reprend les r£suitats obtenus a 1 'occa- 

sion d'un test antimfitas tasique . L'activite* du derive* VLB-Trypt-E se 
r€vele tres superieure a celle de la vindesine. L ' ef f icacite" sur la 
tumeur primaire est en outre comparable a celle de la vindesine. 

On notera en particulier l'activite" exceptionnelle du 

30 sulfate de N- (dgsace* ty 1-0-4 vinblas tinoyl-23 ) tryptophanate d'dthyle 
qui a fourni un ILS calcule* a 60 jours (P 388) de 457% avec la moitie" 
des souris survivant plus longtemps. La dose optimale se situerait 
alors aux environs de 60 eng. Par contre, les dSrivgs d'acides amines 
qui ont £t£ testes sous la forme amide ou acide ne pr£sentent que des 
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activit£s faibles ou non signif icatives . Ces de'rivgs peuvent cependant 
etre utilises comme intern^ diaires utiles pour l'obtention d'autres 
alcaloldes bisindoliques tres actifs. 

En g£n6ral, les composes de l f invention se sont rev61£s 

5 etre beaucoup tnoina toxiques que les alcalotdes Vinca actuellement 
utilises en th£rapeutique auticancSreuse . La dose l£tale 50 (D^^) de 
la VLE a et£ d£terminee en utilisant des souris femelles de souche 
Charles River CD^ et pesant au moins 24 g. La mgthode de calcul de 
Litchfield et Willcoxon fournit une valeur de DL^^~ de 32 mg/kg, 

10 Les doses correspondantes pour la vinblastine et la 

vinde"sine sont respectivement de 24 mg/kg et environ 11 mg/kg. On 
a note" en particulier con trairement aux cas de la vinblastine et 
de la d£sac£tyl vinblastine, 1 *' absence ' de toxicity h£patique a des 
doses de 20 k 40 mg/kg. 

15 Les toxicite* aigues du V-Trp-E et du VILE ont 6te* e"ga- 

lement de*termio£es sur des souris NMRI femelles. Les valeurs suivantes 
ont £te* obtenues : V-Trp-E : 100,8 mg/kg, VILE : 17,7 mg/kg a comparer 
avec les valeurs correspondantes de la vinblastine et de la vind^sine, 
c'est-a-dire respectivement 27,4 et 13,8 mg/kg. Le V-Trp-E est done 

20 nettement moins toxique que la VLB ou la VDS. 

Pour leur application th£rapeutique, les composes de 

l'invention, gventuellement sous forme lyophilisde, j p euvent etre 
utilises par la voie orale ou parr -adnrr nistration parenterale. 
par exemple par voie intra-ve ineus e , dissous dans un diluant 
25 pharmaceutiquement acceptable, sous la forme d * une base ou 

d'un sel d'addition d'un acide pharmaceutiquement acceptable. 

Parmi ces sels d'addition, on preferera les sels non toxiques 

tels que les sels d'acides min€raux comme l'acide chlorhydrique, 

l'acide phosphorique et l'acide sulfurique, ou d'acides organiques 
30 comme l'acide ace*tique, propionique, succinique, tartrique, oxalique, 

me* thanes ulf onique, benzenesulf onique. 

L'eau physiologique ou d'autres solutions salines tam- 

ponne"es, par exemple avec un phosphate, sont des solvanta appropri^s. 

D'une maniere g£n£rale, ces composes peuvent §tre utilises en s'ins- 
35 pirant des techniques et des limitations qui sont connues pour les 

traitements th£rapeutiques avec les autres alcaloldes de la classe 

des Vinca. 
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La substance active est ge'nSralement adrainistree a une 
posologie pouvant varier de 0,01 mg a environ 5 mg/kg, en fonction du 
d<§riv<S utilise et du schema therapeu'tique adopte. Les doses hebdoraa- 
daires totales varieront generalement de 0,1 mg a environ 35 mg/kg. 
5 Les compositions selon l'invention sont presentees sous 

des formes d'administration contenant le principe actif a la dose uni- 

taire de 2 a 900 mg. 

Les composes de l'invention peuvent €tre utilises seuls 
ou en combinaison avec un ou plusieurs agents carcinostatiques incluaht 
10 par exemple les agents alkylants, les antimetabolites tels que le 
methotrexate, le f luoro-5-uracile, la mercapto-6 purine, la thio-6 
guanine, les arabinosides de la cytosine et les antibiotiques tels que 
1 1 actinomycine D, la daunorubicine, 1 'adriamycine, et le cis-diamino- 
dichloro-platine. En particulier, ces nouveaux derives de la vinblas- 
15 tine peuvent etre utilises en association entre eux. 

Les exemples suivants illustrent de maniere non limita- 
tive le procede conduisaat aux composes de l'invention. 
Mnrtg o peratoire general pour l'obtention de derives N- (de sac6ty 1-0-4- 
vinblastinoyl-23) d'acides amines . 

1 g Cl. 3 10" 3 M) de descarbomethoxy-3-desa c etyl-0-4 
vinblastine carboxhydrazide-3 est solubilise dans 23 ml de methanol 
absolu et 74 ml d'acide chlorhydrique IN. Cette solution est alors 
refroidie a -10°C et 207 mg de nitrite de sodium y sont ajoutes en 
une fois. 

25 ^ melange reactionnel est abandonne alors pendant 10 

& 30 minutes a 0°C. Apres un contrSle par chroma tographie sur couche 
mince, le milieu reactionnel est alcalinise a pH 8,5 a -10°C, par une 
solution saturee de bicarbonate de sodium. 

La solution alcaline est extraite a 0°C avec son propre 
30 volume en chlorure de methylene refroidi a 0°C jusqu'a obtention d'une 
reaction de Meyer negative sur la phase aqueuse. Les phases organiquea 
sont rassembiees, sechees sur Na^ et filtrees a 0°C. 

On y ajoute alors 1.43.10" 3 M (1,1 equivalent) de 
l'ester amine retenu et on concentre sous vide jusqu'a un volume de 
35 4 mi environ. Cette solution est alors conservfie pendant 24 a 48 h a 
4»C. L'evolution de la reaction est suivie par la chroma tographie sur 
couche mince. 
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La solution est alors tiree a sec et foumit 1,05 g de 
produit de couplage brut qui est quasi unitache a la chromatographic 
sur couche mince. 
Purification. 

5 Le rdsidu sec obtenu ci-dessus est place sur une 

colonne de gel de silice et elu<§ avec un melange Sther- methanol 
sature en ammoniac 967o + 47 0 . 

On recueille des fractions de 10 ml et on les teste en 
chromatographic sur couche mince. La revelation se fera a la ninhy- 
10 drine (acides amines) et au cSrique (alcalotdes) . 

Lorsque les acides amines sont passes (ninhydrine -), 
on glue encore avec 100cm 3 du solvant employe* avant de l.e changer par 

un melange 92% - 8%. 

L'alcalolde couple* a l'acide amine est alors rScolte* 

15 (cerique +) . 

Les fractions identiques sont rassembiees, concentrSes 
a sec au Rotavapor, reprises au chlorure de methylene, sieves sur sul- 
fate de sodium, filtrSes et evaporees a sec. La mousse obtenue est 
l'alcalolde dimere couple avec l'acide amine tout pur dont les donn<5es 
20 physico-chimiques seront faites sur une partie aliquote. Le restant 
sera directement transforme en sulfate. Les rendements en base des 
diffSrents derives sont donnes a titre indicatif et susceptibles d 1 ame- 
lioration. 

Pr£garation_du_ sulfate. 

25 La base amorphe (mousse) obtenue ci-dessus est reprise 

dans 20 fois son poids en ethanol. 

A cette solution, on ajoute alors, tres lentement et 
sous vive agitation, 2 equivalents d'acide sulfurique provenant d'une 
solution 27. H 2 S0 4 /987. ethanol anhydre. (0,484 equivalent/litre). Aprfcs 

30 I'addition des 2 equivalents, on laisse encore agiter pendant une 
demi-heure avant de concentrer sous pression rSduite. Par addition 
dither sulfurique anhydre, sous vive agitation, le sulfate du derive* 
engage prScipite. Filtration et sSchage sous vide a 10°C fournissent 
le sulfate du derive couple pret a l'emploi. 

35 La numerotation adoptee pour la description des spectres 

de resonance magnetique nucleaire des exemples qui suivent est inspi- 
ree de celle proposee par Le Men et Taylor pour les derives du type 
aspidospermidine (Experientia 21, 508, 1965). 
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Exemple 1 : 

Preparation de la vinblastine (VLB) base 

A une solution de 1,5 g de sulfate de VLB (1.65.10 3 M) 
dissous dans 15 cc d f eau distillee, sont ajoutes successivement 
sous vive agitation, 15 cc de chlorure de methylene ainsi que 
1,5 cc d 'ammoniaque concentree. Apres cinq minutes, le melange 
est decante et la phase aqueuse extraite avec encore 3 x 15 cc de 
chlorure de methylene. Les phases organiques rassemblees sont 
lavees avec 2 x 40 cc d'eau desionisee, sechees sur sulfate de 
sodium anhydre puis evaporees a sec au rotavapor. On recueille 
ainsi 1,32 g de VLB base (99 %) . 

Preparation de la descarbomethoxy-3-desacetyl-0-4 vinblastine 
carboxhydrazide-3 (VLH) 

A une solution de 1 g de VLB base (1.23 10 3 M) dans 
7 ml d'ethanol anhydre, on ajoute 14 ml d ! hydrazine anhydre et 
7 ml d'ethanol anhydre. Le melange reactionnel ainsi forme est 
maintenu vingt heures a 60°C. 

Apres ref roidissement , on ajoute 28 ml d'eau saturee 
en sel et on extrait avec un meme volume de chlorure de methylene 
jusqu'a obtention d'une reaction de Meyer negative sur la phase 
aqueuse acidifiee. 

Les phases organiques sont sechees sur MgSO^ et 
evaporees a sec sous pression reduite. 

L ! hydrazide obtenu avec 88 % de rendement (0,760 g) 
est unitache en chromatographic sur couche mince. 
Exemple 2 : 

Sv nthese de la N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-leucinate 

d'ethyle (VLE) 

A une solution de 275 mg (3,58 10 ^M) de 0-4 desacetyl 
vinblastine hydrazide dans 7 ml de methanol anhydre et 20,5 ml 
d'HCl IN, refroidie prealablement a 0°C, on ajoute 58 mg de 
nitrite de sodium. 

On laisse agiter pendant 25 minutes avant de revenir 
a un pH de 8,5 par addition d'une solution de bicarbonate de 
sodium a 5 %. L'azoture forme est extrait au chlorure de methylene. 
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La phase organique est sechee sur MgSO^ et filtree. On y ajoute 
alors 68,4 rag de leucinate d'ethyle (4,29.10 Si) et on concentre 
sous vide, jusqu'a I'obtention de 4 ml environ, 

Cette solution est alors laissee pendant 24 heures 
au ref rigerateur. 

La reaction etant alors tenninee, on ajoute 50 ml de 
chlorure de methylene et on lave plusieurs fois avec le meme 
volume d'eau demineralisee puis une fois avec une solution saturee 
en NaCl. 

Les phases organiques sont sechees sur MgSO^, filtrees 
puis evaporees sous vide. • 

On recueille ainsi 300 mg de produit brut auxquels on 
ajoute 0,035 g de H^SO^, en solution dans 1 ml de methanol anhydre. 

Le sel forme est precipite a l'ether. 

Le precipite est lave dix fois avec 50 cc d'ether 
diethylique anhydre, 

Le residu, 183 mg (57 %) ne contient que du sulfate de 
VLE pratiquement pur et exempt de leucinate d'ethyle. 

Apres liberation des bases, ces dernieres peuvent etre 
chromatographies sur gel de silice (10 g de Si0 2 ) et eluees avec 
50 cc d' ether /Me0H-NH 3 sat, (92 %/8 %) puis 250 ml d 1 ether/MeOH-NHj 
(85 %/15 Z) . La VLE est obtenue pure en tete du second eluat. On 
recueille ainsi 49 Z de VLE purifiee soit 152 mg de base. 
Proprietes physico-chimiques de la VLE 
Point de fusion : * 169°C 

fojD CHC1 3 : 60° 
c - 0,35 

Spectre ultraviolet (MeOH, X max, nm, log e ) : 
221 (4,62) ; 267 (4,15) ; 287 (4,02) ; 295 (3,99). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ^) : 
3470, 2960, 2880, 1735, 1665, 1610. 
Spectre de masse (m/e, %) : 

924 (6) M + +28 ; 910 (56) M + +14 ; 897 (62) ; 896 (100) ; 865 (25) 
938 (68) ; 772 (19) ; 709 (25) ; 651 (43) ; 571 (69). 
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c r ^ I1 _^ _, gs on a nc e wUi*n.m l*«*SJL J -™n V 360MHz) 8 

9,66 (m. bs, C ,6 -0H) ; 8,20 (>H,s,K' a H) ; 7.52 (IH.d) ; 

7,15 (3H,m) ; 6,56 (1H,S,C 9 -H) ; 6,05 (IH.s.C -H) ; 

5,86 (.H,dd,C l4 -H, J 14-15"- 12 ; J 14-3 - 3,6 ; 5,78 (IH.d.C^ -H) ; 

4,69 (lH,m,CH(NHR)C0-) ; 4,2 (2H,q,0CH 2 CH3) ; 4,18 (lH.C.C -H) ; 

3 ',77 (3H,s,OCH 3 ) ; 3,66 (3H,s,OCH 3 ) ; 3,47 (1H..,C 5 "H) ; 

2,77 (3H,s,N a -CH 3 ) ; 0,92 (1 2H.-.-C 1 \ * C H3 + i.opropyl) . 

Exemple 3 : 

v1 -nM. as tinovl-23)-I-lP.ir.inate de methyle (VLM) 
En appliquant le mode operatoire general de la page 21 
on obient la VLM avec un rendement de 68 %. 
Proorietes phvsico-chi miaues de la VLM 
Point de fusion : ^ 172°C 



15 



20 



25 



faJ CHC1 3 s 67< 
D c = 0,27 
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Spectre ultraviolet (CH ^H. X max, nm, log e) : 
220 (4,61) ; 267 (4,15) ; 287 (4,03) ; 294 (3,98). 
Soectre infra-rouge (KBr, cm ) : 
3475 ; 2960 ; 2880 ; 1740 ; 1680 ; 1615. 

Spectre de masse (m/e, %) : + + 

910 (25) M + + 28 ; 896 (78) M + +14 ; 883(26) M + 1 ; 882(36) M ; 
850 (29) ; 836 (41) ; 822 (100) ; 708 (15) ; 681 (56) ; 650 (78) ; 
570 (70). 

sn «tr« de reso — -f"*Hnu» nu cleaire (CDCl r ppm, 60 MHz) ; 
9,21 (lH,s,C 16 -0H) ; 8,1 (!H,s ,^-R) 8 7,53 (lH,m) J 7,23 (3H,m) ; 
6,63 (.H,s,C 9 -H) ; 6,13 (,H,s,C ,2 -H) ; 5,86 (2R...C -H * C -B) ; 
3.83 (3H,s, -OCH3) ; 3,80 (3H,s, -C00CH 3 ) ; 3.63 (3H,s,-0CH 3 ) ; 
2,8 (3H, S ,-N a -CH 3 ) ; 0,96 (12H.«. C l \ ♦ C H3 +. isopropyl) . 
Exemple A : 

^TZZTs^-n-t vinblastinoyl-231-L-leucinat. de n-butyle (VLn-But) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21. 
on obtient la VLn-But avec un rendement de 58 Z. 
p.onristes ohYsico-chimiquesdeJ^JTLn = But 
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CHC1, 

M» c - 0,26 : 74 ° 

Spectre ultraviolet (CHjOH. \ max . tun, log e ) : 
220 (4,66) ; 266 (4,21) ; 289 (4,08) ; 296 (4,03). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 
5 3470, 2960, 2880, 1740, 1670, 1615. 
Spectre de masse (m/e, %) : 

952(5) M + +28 ; 938(31) M + +14 ; 924(12) M* ; 923(15) M + -l ; 
891(13) ; 863(36) ; 835(5) ; 821(11) ; 708(33) ; 650(81) ; 
570(100). 

l0 Spectre de resonance magnetigue nu cleaire(CDCl. ) ,ppm,60MHz) : 

9,6 (lH,s,C 16 -0H) ; 8,06 (lH,s,N' a -H) ; 7,5 (lH.m) ; 7,2 (3H m) ; 

6,63 (lH,s,C 9 -H) ; 6,1 (lH.s.C 12 -H) ; 5,86 (2H,m,C 1 -H ♦ C -H) ; 

4,2 (2H,t,-C00-CH 2 ) ; 3,83 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,63 (3H,s,-OCH 3 ) ; 

2,8 (3H,s,-N-CH 3 ) ; 1 ( 15H,m,-C 18 H 3 + C 18 H 3 ; CH 3 du butyle ; 
IS CH 3 isopropyl). 

Exemple 5 : 

N^iesacgtyl-O-4 vi n blastinovl-23)-L-le ucinate d'octyle (VL-octyl) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21. 
on obtient la VL-octyl avec un rendement de 48 7.. 
20 Proprietes physico-chimiques d e la VL-Octyl 
Point de fusion : ~ 145°C 
CHC1- 

M» c - 0,33 : 540 

Spectre ultraviolet (CH ^OH- X max. nm. log e ) : 
8,62 mg/1 

25 217 (4,69) ; 265 (4,14) ; 289 (4,01) ; 295 (3,95). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460 ; 2940 ; 2920 ; 2870 ; 1735 ; 1665 ; 1610 ; 1500 ; 1455. 
Spectre de resonance magnetigue nu c leaire (CDCl^.ppm, 60MHz) : 
9,6 (lH,s,C ,6 -0H) ; 8,1 (lH,s,N'-H) ; 7,55 (lH,m) -7,23 (3H,m) ; 
6,5 (lH,s,C 9 -H) ; 6,12 (lH,s,C ,2 -H) ; 5,90 (2H...C -H ♦ C -H) ; 
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4,2 (2H,t,-0-CH 2 -Oct ; lH,d,C W -H) ; 3,83 (3H,s,-C00CH 3 ) 
3,67 (3H,s,-0CH 3 ) ; 3,56 (lH,s,C 5 -H) ; 2,83 (3H,8,S-CH 3 ) ; 
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I 33 (lOH,m, massif octyl + CH^ 9 + CH^ 9 ) ; I ( i 5H,m, massif octyl + 

ch; 8 + ch; 8 '). 

Exemple 6 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-D-leucinate d'ethyle (VDLE) 
-^3 En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 

on obtient la VDLE avec un rendement de 74 %. 
Proprieties physico-chimiques de la VDLE : 
Point de fusion : ^ 181 °C 
CHC1. 

10 ^ D c - 0,28 : 7 °° 

Spectre ultraviolet (methanol, X max, nm, log e ) : 
220 (4,67) 5 226 (4,20) ; 288 (4,11) ; 295 (4,02). 



Spectre infrarouge (KBr, cm ') : 
3460 ; 2960 ; 2880 ; 1735 ; 1665 ; 1605. 
15 Spectre de masse (m/e %) : 

924(14) M*+28 ; 910 (32) ; M + +14 ; 897(38) M + +l ; 896(66) M* ; 
863(28) ; 835(43) ; 709(43) ; 651(81) ; 570(100). 
S pectre de resonance magnetique nucleaire (CDC1 j,ppm,60MHz) : 
9,6 (lH,s,C ,6 -0H) ; 8,16 (lH,s,N ,a -H) 5 7,66 (lH,m) ; 7,26 (3H,m) ; 
20 6,7 (lH,s,C 9 -H) ; 6,16 (lH,s,C ,2 -H) ; 5,90 (2H,m,C U -H + C 15 -H) ; 
4,26 (2H,q,-COOCH 2 ) ; 3,83 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,66 (3H,s,-OCH 3 ) ; 
2,90 (3H,s,-N a -CH ) ; 1,3 (3H,t,-(COOCH 2 -CH 3 ; 0,96 (l2H,m,C 18 H 3 * 
18 

C Hj + isopropyl) . 
Exemple 7 : 

25 N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-serinate d'ethyle (VSE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 2%, 
on obtient la VSE avec un rendement de 35 %. 
Proprietes physico-chimiques de la VSE : 
CHCl. 
30 L c = 0,7 

Spectre ultraviolet (Me OH, X max, nm, log £ ) : 
215 (4,76) ; 266 (4,31) ; 288 (4,20) ; 297 (4,15). 
Spectre infrarouge (CHCl^, cm ) : 

3460 ; 3400 ; 2965 ; 2935 ; 2880 ; 1730 ; 1665 ; 1605. 
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Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl^ ,ppm, 60MHz) : 
8,13 (lH,s,N a '-R) ; 7,9 (lH,d,-OH) ; 7,52 (lH,ra) ; 7,20 (3H,ra) ; 
6,63 (JH,s,C 9 -H) ; 6,1 (lH,s,C l2 -H) ; 5,9 (2H,m,C U -H + C 15 -H) ; 
4,3 (2H,q»-COO-CH 2 -) ; 3,83 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,66 (3H,s,-OCR 3 ) ; 
2,67 <3H,s,-N a CH 3 ) ; 1,34 (3H, t , (-COO-CH 2 )CH 3 > ; 
5 0,95 (6H,m,C 18 H 3 + C 18 H 3 ). 
Exemple 8 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-glutamate d'ethyle (VGE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 
on obtient la VGE avec un rendement de 55 %. 
10 Proprietes physico-chimiques de la VGE : 
Poinc de fusion : I49°C 
CHC1- 

£a]D c ^ 3 2 : 59° 

Spectre ultraviolet (Me OH , 10mg/l, X max, nm, log e ) : 
15 219 (4,46) ; 269 (3,94) ; 288 (3,80) ; 296 (3,76). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm *) : 

3460 ; 3395 ; 2960 ; 2920 ; 2870 ; 1730 ; 1665 ; 1610 ; 1500. 
Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl^ppm, 60MHz) : 

9.63 (IH,s,C 16 -0H) ; 8,10 (lH,s,N a, -H) ; 7,6 (1H,m) ; 7,16 (3H,m) ; 
20 6,64 (lH,s,C 9 -H) ; 6,07 (lH,s,C I2 -H) ; 5,83 (2H,m,C U H + C 15 H) ; 

4,23 (2H,q,-C00CH 2 -) ; 4,16 (2H,q,-COOCH 2 -) ; 3,8 (3H,s,-OCH 3 ) ; 

3.64 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,5 (IH,s,C 5 -H) ; 2,8 (3H,s ,-N a CH 3 ) ; 
1,33 (3H,t,-CH 3 ) ; 1,26 (3H,t,-CH 3 ) ; 1 (6H,m,C l8 H 3 + C 18 '^). 
Exemple 9 : 

25 N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-phenyl-alaninate d'ethyle (VPE) 
En appliquant le mode operatoire general de la page 23L, 
on obtient la VPE avec un rendement de 66 %. 
Proprietes physico-chimiques de la VPE : 
Point de fusion : 154°C 

30 CHC1 3 

Spectre ultraviolet (MeOH, 9,8 mg/1, X max, nm, log e ) : 
217,5 (4,67) ; 265 (4,13) ; 286,5 (3,99) ; 295,5 (3,95). 
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Spectre infra-rouge ( KBr, cm ') : 

3560 ; 3460 ; 3400 ; 2860 ; 2830 ; 1730 ; 1650 ; 1610 ; 1500 ; 1455. 

Spectre de masse (m/e, %) : 

958(17) ; 944(41) ; 930(35) ; 871(64) ; 651(41) ; 588(41) ; 
571(53) ; 401(100). 

c- ^^- A* resonance magn6tiq- nnrlfiaire (CDCU .ppm, 360MHz) : 
^7^7-C ,6 -0H) ; 8,1 ^s^'-H) ; 7,6 (IH,d).; 7,5 (IH.d) ; 
7,3 a 7,02 (7H,m) ; 6,6 (lH,s,C 9 -H) ; 6,1 (1H ,s,C -H) ; 
5,87 <2H.«.C !4 -H ♦ C ,5 -H) (J ,5 " l4 =12H 2 ; J l4 - 3 =8,6H 2 ) ; 
0=C 

4,9 (lH.m CH-) ; 4,16 <2H,-q.COO-CH 2 > ; 3,8 (SH.s.-OCH^ ; 

NHR ^ 

3,56 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,43 (lH,s,C 5 -H) ; 2 74 (3H,s .H^-CBj) ; 

1,20 (3H,C-CH 3 (ester)) ; 0,97 (3H,t,-C 18 H,) ; 0,88 (3H,t,-C H,) . 

Exemple 10 : 

^Sc.rgtvl-Q-4 vinblast inovl-23)-L-is o leucinate de methyle (Vim) 

Ea appliquant le mode operatoire general de la page 21, 
on obtient la VILM avec un rendement de 66 %. 
Proprietes physico-ch imiQues de la VILM 
CHC1 3 

/"ojD : 66° 

C = 0,135 

Spectre ultraviolet (MeOH. X max, tub, log e ) : 

225 (4,55) ; 266 (4,18) ; 288 (4,05) ; 295 (4,00). 

S pectre de resonance magn6t* T - nnMeaire (CDCl r 360MHz) : 

9,48 (bs,lH,C ,6 -0H) ; 8,03 (s,lH,NH) ; 7,51 (m,2H) ^ 

7 23-7,06 (m,2H) ; 6,58 (s,lH,C 9 -H) ; 6,20 (s.lH.C -H) ; 

5 ',85 (dd,lH,C U -H ; J ,5 - ,4 =.2H 2 ; J ,4 - 3 =3,6H 2 ) ; 5,78 (d,,R,C ,5 -H) 

4 62 (m.lH ^Cd^ ) A ' 17 (d,,H) ; 3 ' ?? ( s ' 3H ' COOCH 3 ) ; 
H y COOR 

3,75 (s,3H,COOCH 3 ) ; 3,6 (s,3H,-0Me-) ^2,73 (s,3R,N u -CH 3 ) ; 

2I58 (s,lH,C 2, -H) ; 0,92 (m, lZH.c'^-C 1 H) . 
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Exemple ll : 

N- (desacety 1-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-tyrosinate d'ethyle (V-Tyr E) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 23, 
on obtient la V-Tyr E avec tm rendement de 48 %. 
5 Proprietes physico-chimiques de la V-Tyr E 

fa]D CHC1 3 : 64° 

c = 0, 1087 

Spectre ultra-violet (CH^OH, X max, run, log .e ) : 
227 (4,73) ; 266 (4,26) ; 288 (4,07) ; 296 (3,94). 

JO Spectre infra-rouge (KBr, cm ^) : 

3460, 3400, 3040, 2950, 2840, 1715, 1660, 1610, 1500, 1455, 1225, 
Spectre de resonance rcagnetique nucleaire (360 MHz) : 
9,6 (bs,lH,C 16 -0H) ; 8,05 (s,lH,NH) ; 7,55 (m,2H) ; 7,21-7,06 (m,2H) 
7,03 (d,2H, arom tyr J=7,5) ; 6,7 (d,2H,arom tyr.J=7,5) ; 

15 6,55 (s,lH,C 9 -H) ; 6,05 (s,lH,C 12 -H) ; 5,83 (dd,lH,C l4 -R ; 

J I5 ~ U =I2Hz ; J U ~ 3 =3,6 Hz) ; 5,76 (d,!H, C 15 -H) ; 4,83 (m, 1H,CH) ; 
4,13 (massif 3H,-C00CH 2 ,C I ? -H) ; 3,76 (s,3H,-0CH 3 -) ; 
3,6 (s,3H,-C00CH 3 ) ; 3,45 (s,lH,C 5 -H) ; 2,71 (s , 3H,-N a -CR 3 ) ; 
1,21 (t,3R f -CH 3 -(CH 2 00C)) ; 0,88 (m^-C^R^C 1 8 'h^ . 

20 Exemple 12 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle 
(V-Trypt E) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 2% 
on obtient la V-Trypt E avec un rendement de 72 %. 
25 Proprietes physico-chimiques de la V-Trypt E 
CHCU 

c-0,5! 1 " 90 ° • 
Spectre ultra-violet (MeOH, \ max, nm, log e ) : 
225 (5,15) ; 267 (4,65) ; 280 (ep) ; 290 (4,55). 
30 Spectre de masse (m/e) : 

970, 391, 279, 165, 108, 35 ; ionisation moleculaire a l'isobutane 
998 M*+29, 984 M + +15, 970 M + +l, 926 
Spectre infra-rouge (KBr, cm : 

3460, 3400, 3040, 2960, 2940, 2880, 1725, 1660, 1610, 1500, 1455, 
35 1225, 740 
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Spectre de resonance tnagnetique nucleaire (CDCl^, 360MHz) : 
9,5 (lH,s,C l6 -0H) ; 8,2 ( 1H , s ,NH, trypt) ; 8,03 (lH,s,NH) ; 
7,66 (lH,d, trypt ; J=7,2Hz) ; 7,58 (lH,d, trypt ; J=7,2Hz) ; 
7,51 (lH,d, trypt ; J=7, 2Hz) ; 7,31 (lH,d, trypt; J=7,2Hz) ; 
5 7,25-7,04 (5H,m) ; 6,58 (lH,s,C 9 -H) ; 6,06 (lH,s,C 12 -H) ; 

5,83 (lH,dd,C 14 -H ; J=12Hz ; J=3,6Hz) ; 5,78 (lH,d,C 15 -H ; J=12Hz) ; 
4,95 (lH,q, /CH) ; 3,75 (3H,s ,-C00CH 3 ) ; 3,6 (3H,s,-OCH 3 ) ; 

3.4 (lH,s,C 5 -H) ; 2,77 (lH,s,N-CH 3 ) ; 1,15 (3H, t ,-C00CH 2 (CH 3 ) ) 
Exemple 13 : 

10 N-(desacety 1-0-4 vinblastinoyl-23)-L-tryptophanate de methyle 
(V-Trypt M) 

^ En appliquant le mode operatoire general de la page 2*1, 

on obtient le V-Trypt M avec un rendement de 41 %. 
Proprietes physico-chimiques de la V-Trypt M : 
15 CHCU 

^ D c-1,82 : " 94 ° 

Spectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log e) : 
269 (4,48) ; 280 ; 289 (4,32). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm *) : 
20 1730, 1710, 1660, 1610, 1495, 1455, 1220, 740. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (360 MHz) : 

9.5 (lH,bs,C l6 -0H) ; 8,06 (lH,s,NH ind) ; 8,01 (lH,s,NH ind) ; 
7,65 (lH,d) ; 7,58 (lH,d) ; 7,38-7,06 (7H,m) ; 6,41 (lH,s,C 9 -H) ; 
6,05 (lH,s,C I2 -H) ; 5,85 (lH,dd,C 14 -H ; J-12Hz ; J'=3,6Hz) ; 

25 5,78 (lH,d,C ,5 -H ; J=12Hz) ; 4,95 (IH,q,C) ; 4,2 (lH,m,C l7 " H } ; 
3,75 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,61 (3H,s ,-C00CH 3 ) ; 3,58 (3H ,s ,-C00CH 3 ) ; 
3,43 (2H,s,C 5 -H) ; 2,6 (3H,s ,N-CH 3 ) . 
Exemple 14 : 

(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-valinate d'ethyle (WE) 
30 En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 

on obtient la WE avec un rendement de 63 %. 
Proprietes physico-chimiques de la WE 
Spectre ultra-violet (MeOH, A max, nm, log z ) : 
226 (4,95) ; 267 (4,57) ; 285 (4,45) ; 296 (4,40). 
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Spectre de masse (m/e 7.) : 

910 (0,1) ; 896 (2) ; 882 (5) ; 823 (4,5); 822 (6) ; 708(5,3) ; 
653 (9,2) ; 651 (8,7) ; 650 (14,6 ) ; 572 (8,7 ) ; 571 (23,3) ; 
539 (10,7) ; 355 (16) ; 354 (10) ; 353 (31) ; 294 (17) ; 188 (8,5) ; 

156 (100) ; 155 (11,8) ; 154 (11,3) ; 144 (12,2) ; 141 (12,1) ; 

140 (16,4) ; 136 (13) ; 135 (20,4) ; 124 (61) ; 122 (35,5) ; 

121 (15,3). 

Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3540, 3470, 3420, 2960, 2930, 2870, 1730, 1720, 1670, 1610, 1500, 
1455, 1225, 745. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire : 

9,48 (lH,bs,C 16 -0H) ; 8,03 (lH.bs.NH ind) ; 7,55 (lH.d ; J=7,2Hz) ; 

7,51 (lH,d,J=7,2Hz) ; 7,51 (lH.d) ; 7,23 a 7,06 (3H,m) ; 

6,58 (lH,s,C 9 -H) ; 6,06 (lH,s,C I2 -H) ; 5,85 (lH,dd,C 14 -H ; 

j ,4_,5 =12Hz ; J U " 3 =3,6Hz) ; 5,78 (lH,d,C ,5 -H ; J=12Hz) ; 

4,56 (IH.dd.C) ; 4,21 (2H,q,C00CH 2 ) ; 4,15 (lH,d,C 17 -H) ; 

3,96 (lH,t) ; 3,76 (3H,s,0CH 3 ) ; 3,6 (3H,s,C00CH 3 ) ; 3,46 (lH,s,C -H) 

2,73 (3H,s,N-CH 3 ) ; 1,31 (6H,m,COOCH 2 CH 3 ) ; 0,96 (14H,m) ; 

0,9 (14H,t). 

Exemple 15 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-iso-leucinate d'e thyle (VILE) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21* 
on obtient la VILE avec un rendement de 58 %. 
Proprietes physico-chimiques de la VILE 
Spectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log z ) : 
226 (4,94) ; 266 (4,56) ; 285 (4,44) ; 295 (4,38). 
Spectre de masse (m/e %) : 

924 (7) ; 910 (11) ; 897 (23) ; 896 (44,4) ; 867 (11,3) ; 837 (18,7) 
836 (26,6) ; 822 (4) ; 709 (10) ; 650 (21) ; 571 (13) ; 570 (34,7) ; 
366 (21,7) ; 154 (100) ; 126 (11). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460, 3440, 3040, 2960, 2940, 2880, 1730, 1665, 1610, 1500, 1455, 
1225, 745. 
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Spectre de resonance magnet ique nucleaire (CPCl^, 360MHz) : 
9,46 (lH,bs,C l6 -OH) ; 8,03 (lH.bs.NH) ; 7,55 (lH,d ; J =7,2Hz) ; 
7,51 (lH,d) ; 7,23 a 7,06 (3H,m) ; 6,58 (lH,s,C 9 -H) ; 
6,06 (lH,s,C 12 -H) ; 5,85 (lH,dd,C U -H ; J=12Hz ; J'=3,6Hz) ; 
5 5,78 (lH,d,C 15 -H ; J=12Hz) ; 4,61 (lH,q,(dd), C) ; 4,21 (2H,q, 

C00-CH 2 -) ; 4,15 (lH,d,C 17 -H) ; 3,96 (lH,t) ; 3,76 (3H,s,OCH 3 ester) 
3,6 (3H,s,OCH 3 ) ; 3,46 (lH,s,C 5 -H) ; 2,73 (3H,s,N-CH 3 ) j 
1,25 (3H,t,COOCH 2 CH 3 ) 
Exemple 16 : 

10 N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23) -P-tryotophanate d'ethyle 
(VP Trypt E) 

En appliquant le mode operatoire general de la page 21, 
on obtient la VD Trypt E avec un rendement de 69 %. 
Froprietes physico-chimiques de la VP Trypt E 
15 CDCl- 

M° c=0 ,3295 : - 7 °° 

Sp ectre ultra-violet (MeOH, X max, nm, log £ ) : 
225 (4,77) ; 269 (4,30) ; 290 (4,20) ; 320 (ep) . 
Spectre de masse (m/e %) : 
20 970, 391, 279, 165, 108, 35. 

Spectre infra-rouge (KBr, cm ) : 

3460, 3400, 3050, 2960, 2940, 2870, 1735, 1665, 1610, 1495, 1455, 
1210, 740, 

Spe ctre de resonance magnetique nucleaire : 
25 9,53 (lH,bs,C l6 -0H) ; 8,1 (lH,s,NH ind try p) ; 8,02 (1R,s,NH ind) ; 

7,76 (IH,d) ; 7,65 (lH,d) ; 7,51 (lH,d) ; 7,35 (lH,d) ; 7,2 a 

7,05 (6H,m) ; 6,53 (lH,s,C 9 H) ; 5,98 (lH,dd,C 14 H J U ' 15 =12Hz, 

j' 14 ' 3 =3,6 Hz) ; 5,73 (lH,d,C 15 -H ; J=12Hz) ; 4,86 (lH,q,C-) ; 

4,1 (3H,m,C i7 -H-COOCH 2 ) ; 3,75 (3H , s ,C00CH 3 ) ; 3,6 (3H,s,-OCH 3 ) ; 
30 3,33 (2H,s,C 5 -H) ; 2,43 (3H,s,N-CH 3 ) ; 1,16 (3H, t ,-COOCH 2 -CH 3 ) ; 

0,93 (8H,m). 

Exemple 17 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblast inoyl-23) -L-valinyl-L-tryptophanate 
d'ethyle (V-Val-Trypt-E) 
35 En appliquant le mode operatoire general de la page 2% 9 

on obtient la V-Val-Trypt E avec un rendement de 40 %. 
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Proprieties physico-chimiques de la V-Val-Trypt-E 

/a/D CHC1 3 : 36° 
c=0,3589 

Spectre ultra-violet (methanol, X max, nm, log c ) : 
270 (4,42) ; 290 ; 312 (4,96). 
Spectre infra-rouge (KBr, cm *) : 

3480, 3400, 2960, 2940, 2870, 1735, 1725, 1660, 1610, 1500, 1455, 
1230. 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl^, 360MHz) : 

9.5 <IH,bs,C 16 -0H) ; 8,18 (lH,s,NH ind) ; 8,01 (lH,s,NH ind) ; 

7.6 a 7,06 (10H,m arom) ; 6,41 (lH,s,C 9 -H) ; 5,95 (IH,s,C I2 -H) ; 
5,85 (lH,dd,C l4 -H) ; J I5 ' I4 =12Hz ; J 8 ~ 14 =3,6Kz) 5,75 (lH,d,C 15 -H ; 
J !5 ~ 14 =!2Hz) ; 5,02 (lH,m,C) ; 4,9 (!H,m,C) ; 3,73 (3H,s ,C00CH 3 ) ; 
3,56 (3H,s,-OCH 3 ) ; 3,43 (2H,s,C 5 -H) ; 2,61 (3H,s,N-CH 3 ) ; 

1,18 (3H,t,-C00CH 2 -CH 3 ) ; 1,05-0,86 (+ 16H,m,CH 3 ). 
Exemple 18 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl- 
L-alaninate d'ethyle (V-Leu-Ala-Leu-Ala-E) 

En appliquant le mode operatoire general et en preparant 
I'azoture a partir de 700 mg de monohydrazide , le couplage avec 
377 mg de L-Leu-L-Ala-L-Leu-L-Alaninate d'ethyle a 4°C pendant 
i60 heures fournit 213 mg de V-Leu-Ala-Leu-Ala-E pure. La 
purification est effectuee par passage du produit brut d'abord sur 
une colonne de silice 60 Merck (230 mesh) en utilisant comme eluant 
un melange ether-MeOH sat NH 3 (86:14), puis sur une colonne 
identique en utilisant comme eluant un melange isopropanol-acetate 
d'ethyle-cyclohexane (40:20:40). 

Proprietes physico-chimiques de la V-Leu-Ala-Leu-Ala-E 
Spectre UV (methanol, 5,74 mg/lOOcc, log e ) : 266 (4,24) ; 
285-288 (4,12) ; 296 (4,07) 

Spectre de masse (DCI a l'isobutane, ionisation moleculaire) 
1152 (M + +1), 1166 (M + +1+14), 1134, 1108, 1094 

Spectre IR (KBr) : 3400, 2960, 1740, 1660, 1620, 1506, 1460, 1225, 
745 cm" 1 . 

Spectre de resonance magnetique nucleaire (CDCl^, 360 MHz, ppm) 
0,91, 1,27 (t), 1,40 (2d), 1,67 (dxd) , 2.61 (s) , 2,72 (s) , 3.60 (s) , 
3,75 (s), 4.19 (q), 5,74 (d) , 5.83 (dxd), 6.03 (s) , 6.59 (s) , 
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6.88 (d), 7.00 (d), 7.39 (d) , 7.49 (d) , 7.53 (d) , 8.02 (s) , 

9.57 (s). 
Exemple 19 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-tryptophyl-L-tryptophanate 

d'ethyle (V-Tryp-Tryp-E) . 

En appliquant le mode operatoire general et en utilisant 
1 g d'hydrazide et 543 mg de L-tryptophyl-L-tryptophanate d'ethyle, 
on isole 268 mg de V-Tryp-Tryp-E pure. La purification est 
effectuee par passage sur une colonne de silice en utilisant 
0 comme eluant d'abord un melange ether-raethanol sature en NH3 (92:8) 
puis un melange identique en proportion 86:14. 
Pro pri^tes physico-chimiques 

Spectre UV (Me OH) : max 272 (4,38), 278 (4,37), 2,90 (4,31) 
(49,6 mg/1) tnin 248 (4,18), 288 (4,30) 

5 Spectre de masse : ionisation moleculaire a l'isobutane 

1184, U70, 1156(M + +1), 1112, 1098, 624, 
498, 165 

Spectre 1R (KBr) : 3410, 2970, 2880, 1725, 1665, 1615, 1500, 

cm - 1 

1460, 1230 

20 Exemple 20 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-tryptophylglycinate d'ethyle 

(V-Tryp-Gly-E) 

La condensation de 596 mg d'hydrazide et de 226 mg 
de L-tryptophylglycinate d'ethyle (41h, 4°C) fournit 200 mg de 
25 V-Tryp-Gly-E, apres purification sur colonne de silice en utilisant 

comme eluant un melange ether-raethanol dont la proportion en methanol 
sat. en NH^ augmente de 4 a 14 %. 

Spectre de masse : ionisation moleculaire a l'isobutane 
M + +l 1027, 1042, 1055, 1013, 983, 969 

30 Exemple 21 : 

N-(desacetyl-0-4 vinblas t inoyl-23) -L-valinyl-L-tryptophanate 

d'ethyle (V-Val-Tryp-E) 

A partir de 500 mg de Thydrazide de la desacetyl-VLB et 
215 mg de L-valinyl-L-tryptophanate d'ethyle on isole 215 mg de 
35 V-Val-Tryp-E pure apres passage sur colonne chromatographique. 
Spectre de masse : ionisation moleculaire a NH^ 

M + +I 1069, 632, 617, 498, 332, 223 
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Exemple 22 : 

N-(desacetyl-0-4"vinblastinoyl'23)-L-tryptophane (V-Trypt Ac) 
En appliquant le mode operatoire general mais en 
utilisant l ! acide amine non esterifie, on obtient la V-Trypt Ac 
avec un rendement de 67 %. 
Spectre UV (MeOH, A max, ran, log e ) 
270 (4,29) ; 289 (4,18) ; 321 (6p) 
Spectre IR (KBr, cm l ) : 

3400, 2860, 2820, 2760, 1720, 1650, 1605, 1590, 1500, 1455, 1225, 
780. 

Exemple 23 : 

N-(vinblastinoyl-23)-L-valinate d'ethyle 

Le N-(desacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-valinate d'ethyle 
(100 mg) est traite par un melange de pyridine (2,5 ml) et d 1 anhydride 
acetique (2,5 ml) sous atmosphere inerte et sous agitation pendant 
24 heures. Apres addition de methanol et concentration sous vide, le 
residu est repris par du dichloromethane et lave a I'eau sat. en NaCl 
La phase organique est sechee sur Na^SO^ 'et concentree sous vide. 
Le produit est purifie par chromatographie sur couche mince en 
utilisant comme eluant un melange isopropanol/acetate d'ethyle/ 
cyclohexane (40/20/40). On recueille ainsi 29 mg de N-(vinblastinoyl- 
23)-L-valinate d'ethyle. 

Spectre de masse : ionisation moleculaire a l'isobutane : 

M + +l 925, M + +1+14 939, M + +l+28 953, 924, 907, 
893, 882, 881, 867, 866, 392, 279 
Spectre IR (KBr, cm" 1 ) 3480, 3430,. 2970, 1740, 1690, 1615, 
Spectre UV (54,2 mg/1, X max, log e ) : 263 (4,28), 288 (4,17), 

296 (4,13). 

Spectre RMN (CDC1 3 360 MHz, ppm) 

9,76 (IH,s), 8,06(s), 7,52(1H, d) , 7,43(1H, d) , 7,20 et 7,03 (3H,m), 
6,59(s), 6,06(lH,s), 5 ,85( lH,dxd) , 5,29(lH,d), 4 ,57 ( IH.dxd) , 
3,77(3H,s), 3,61(3H,s), 2,69(3H,s), 2,02(3H,s), l,28(3H,t), 
0,97(3H,d), 0,95(3Hd), 0,90(3H,t), 0,8l(3H,t). 



37 



0041935 



REVENDICATI ONS 



I A titre de composes nouveaux, les d£riv£s de La 

vinblastine rSpondant a la formule gSnSrale suivante : 



10 



15 



20 



25 



30 




dans laquelle 

repr£sente un ester d'acide amine ou de peptide, eventuellement 
protege, couple au fragment vinblas tinoyl-23 par un lien amide, 
le peptide comprenant de U 6 acides amines diffSrents ou iden- 
tiques, et le groupe ester ramifie" ou non possSdant de 2 a 
9 atomes de carbone ; et 

R 2 represente un atome d'hydrogfcne ou un groupe acyle comportant 
de 2 a 9 atomes de carbone, ainsi que ses sels d* addition avec 
les acides minSraux ou organiques. 

2 m Composes nouveaux de formule g6nSrale 




y 

0R 2 

'^C-(NH-CH-C-) n 0R 4 
R3 0 
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dans Uquelle R 2 represente un atome d'hydtogene ou un groupe acyle 
comportant de 2 a 9 atomes de carbone, R 3 represente chaque fois 
independainment, un atome d'hydtogene, un groupe alkyle rami fie ou non 
comportant de I a 8 atomes de carbone, un groupe hydroxy C»-C8 alkyle, 
amino-hydroxy CI-C8 alkyle, carboxy-Cl-C8 alkyle, arai'do C1-C8 alkyle, 
guanadino Cl-cs'alkyle, amino CI-C8 alkyle, thiol CI-C8 alkyle cystSinyl 
methyle, thioraethyl-ethyl, benzyle, hydroxybenzyle,- I 



cxf". u^toxx: 



ou R^, ensemble avec le carbone auquel il est rattache et I'azote 
du groupe amide, forme un cycle azole ou hydroxyazole ; n varie de 
1 a 6 et est un groupe benzyle ramifie" ou non comportant de 1 a 
8 atomes de carbone ; 

ainsi que ses sels d'additioa avec les acidea mineraux ou organiques. 
3^ Composes suivant les revendications 1 et 2, carac- 

teris£s en ce qu'il s'agit du N-(desac<5 tyl-O-4 vinblas tinoyl-23)-L- 
tryptophanate d'<5thyle ou de methyle et leurs sels d'additioa avec 
des acides pharmaceutiquement acceptables. 

4^ Composes suivant les revendications 1 et 2, 

caracterises en ce qu'il s'agit du N-(desace tyl-0-4 vinblastinoyl-23)- 
isoleucinate d'ethyle ou de methyle et leurs sels d'additioa avec 
des acides pharmaceutiquement acceptables. 

Composes suivant les revendications 1 et 2, carac- 
terises en ce qu'il s'agit du N-(desac6tyl-0-4 vinblas tiaoyl-23)-L- 
valyl-L-tryptophanate d'ethyle et les sels d'additioa avec des acides 
pharmaceutiquement acceptables. 

Composes suivant les revendications 1 a 5, caracte- 
rises en ce qu'ils se presentent sous la forme de leurs sels d'addi- 
tioa 1:1 avec l'acide sulfurique. 

1^ Le sulfate de N-(d6sac6tyl-0-4 vinblastinoyl-23 )-L- 

tryptophanate d'ethyle. 

Compose suivant la revendication 1, caracterisfi en 
ce qu'il est choisi dans le groupe constitue par les derives de la 
vinblastine suivaats, eventuellement sous la forme d'un sel d' addi- 
tion avec un acide mineral ou organique : 
N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-leucinate d'fithyle, 



39 



0041 935 



N-(d£sace tyl-0-4 vinblas tinoyl-23) -L-leucinate de mgthyle, 
N-(d6sacfityl-0-4 vinblas tinoyl-23 ) -L-leucinate de n-butyle, 
N-(d6sac6tyl-0-4 vinblas tinoyl-23) -L-leucinate d'octyle, 
N-(d6sacetyl-0-4 vinblastinoyl-23) -D-leucinate d'Sthyle, 

5 N-(d6sac§tyl-0-4 vinblastinoyl-23) -L-glutamate d'ethyle, 
N-(d6sac6tyl-0-4 vinblas tinoyl-23 ) -L-sSrinate d'ethyle, 
N-(desacetyl-0-4 vinblas tinoyl-23) -L-tryptophanate d'ethyle, 
N-(d6sac£tyl-0-4 vinblastinoyl-23) -L-tryptophanate de m^thyle, 
N-(d6sacfityl-0-4 vinblastinoyl-23) -D-tryptophanate d'ethyle, 

10 N-(d£sac<5tyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-alaninate d'Sthyle, 

N-(d<§sacetyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-ph6nylalaninate d f £thyle a 
N-(desac£ tyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-isoleucinate d'ethyle, 
N-(d£sac6tyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-isoleucinate de mfithyle, 
N-(d6sac6tyl-0-4 vinblas tinoyl-23)-L-valinate d'Sthyle, 

15 N-(d£sac<5tyl-0-4 vinblastinoyl-23)-L-tyrosinate d'ethyle, 

N-(d6sac<5 tyl-0-4 vinblastinoyl-23 ) -£-trif luoroace* tyl-L-lysinate 
d'ethyle, 

H- (d£sac£ tyl-0-4- vinblas tinoyl-23 ) -L-valinyl-L-tryptophanate d 'Sthyle, 
N-( vinblastinoyl-23 )-L-valinate d'Sthyle. 
20 9. Composition pharraaceutique utilisge en m£decine 

humaine et vgterinaire pour le traitement de maladies nSoplasiques, * 
caractSrisSe en ce qu'elle contient un ou plusieurs derives d£finis 
dans l f une quelconque des revendications 1 a 8. 

10. Composition pharraaceutique selon la revendication 9, 
25 caract£ris£e en ce qu'elle est sous une forme d 1 administration dans 

laquelle le principe actif est present a une dose unitaire comprise 
entre environ 2 et 900 mg. 

11. Composition pharmaceutique selon la revendication 9 3 
caracterisfie en ce que le principe actif est le N-(d6sac£tyl-0-4 

30 vinblastinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle, Sventuellement sous 

la forme d'un sel d'addition avec un acide pharmaceutiquement accep- 
table. 

12. Composition pharmaceutique selon la revendication 9, 
caracteris£e en ce que le principe actif est le N-(d£sac£ tyl-0-4 

35 vinblas tinoy 1-23 )-L-valyl -L-tryptophanate d'e thyle, e ventuellement 
sous la forme d'un sel d 1 addition avec un acide pharmaceutiquement 
acceptable. 
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^3 Composition pharmaceutique selon la revendication 9, 

caracterisee en ce que, dans la forme d 'adminis tration parenterale, 
le principe actif se trouve dans un diluant pharraaceutiquement accep- 
table. 

5 24 Composition pharmaceutique selon la revendication 13, 

caracterisee en ce que le diluant est une solution aqueuse sterile 
tamponnee. 

Procede d'obtention des composes selon les reven- 
dications la 8, caracterise en ce qu'il comprend les etapes sui- 
10 vantes : 

.1) reaction de la vinblastine avec 1* hydrazine 
anhydre pour obtenir la desacetyl-0-4 carboxhydrazide-3 vinblastine, 

2) traitement de l'hydrazide obtenu avec un agent 
de nitrosation en milieu acide pour obtenir l'azoture d 1 acide cor- 

15 respondant, 

3) reaction de l'azoture d'acide avec 1 a 5 Equi- 
valents de 1' ester d 1 acide amine ou de peptide correspondant . 

lg Procede de preparation des composes selon les 

revendications 1 a 8, caracterise en ce que l'azoture d' acide 0-4- 
20 desacetyl vinblas tinoique-23 est traite par 1 a 5 equivalents d'ester 
d 1 acide amin6 ou de peptide approprie, ledit peptide comportant de 
deux a six acides amines. 

17 Procede de preparation du N-(d6sacetyl-0-4-vinblas- 

tinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle, caracterise en ce que la 0-4- 

25 desacetyl-carboxhydrazide-3 descarbomethoxy-3 vinblastine est traitfie 
par un agent de nitrosation en milieu acide et l'azoture ainsi obtenu 
traite par le L-tryptophanate d'ethyle. 

Procede de preparation du N-(d£sacfityl-0-4 vinblas- 
tinoyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle, caracterise" en ce que l'azoture 

30 decide 0-4-desac6 tyl vinblas tinoique-23 est traite par 1 a 5 equi- 
valents de L-tryptophanate d'ethyle. 

±y Procede selon la revendication 15, caracterise en 

ce que l ! agent de nitrosation est le nitrite de sodium en milieu acide 
chlorhydrique - methanol. 
25 20 Procede selon la revendication 17, caracterise en 

ce que I'agent de nitrosation eat le nitrite de sodium en milieu 
acide chlorhydrique - methanol. 
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21. Precede selon la revendication 15, caracterise en 

ce que le couplage avec 1' ester d'acide amine ou de peptide est 
effectufi a une temperature comprise entre -3 et +10°C pendant 8 a 
72 h. 

5 22. Procede selon la revendication 17, caracterise 

en ce que Le couplage avec le tryptophanate d'ethyle est effectue" 
k. une temperature comprise entre -3 et +10°C pendant 8 a 72 h. 

23. Composes rSpondant a la formule g£n£rale de la 
revendication 15, et ses sels d 'addition, tels qu'obtenus par la 

10 mise en oeuvre du procede selon I 1 une des revendications 15, 16 et 19. 

24. Le N-(desac6tyl-0-4-vinblastinoyl-23)-L-trypto-, 
phanate d'ethyle ou un de ses sels d 'addition, tels qu'obtenus par 
la mise en oeuvre du procede selon I 1 une des revendications 17, 18 
et 20. 
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